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MAES 3-£eHAJXLELSNS A- 还 原 酶 基因 
全 长 DNA 克隆 及 生物 信息 字 分 析 
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(西北 农林 科技 大 学 植保 资源 与 病虫害 治理 教育 部 重点 实验 室 ,陕西 杨凌 712100) 


摘要 : 3- 凑 甲 基 戊 二 酰 辅酶 A- 还 原 酶 (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, HMGR ) 是 甲 凑 成 酸 途 径 的 
关键 酶 。 获 得 欧普 体 内 HMGR 基因 信息 是 确定 甲 产 成 酸 途 径 与 斑 履 素 合 成 相关 性 的 基础 。 本 研究 利用 RACE 技 
RAMA E Epicauta mannerheimi ( Mäklin ) 体内 克隆 获得 HMGR 基因 全 长 cDNA 序列 , 命名 为 EmHMGR 
( GenBank 登录 号 为 JQ690539) 。 该 基因 全 长 3 118 bp, 其 中 " 端 非 翻 译 区 178 bp, 3 "mE RIED 414 bp, 开放 阅 
读 框 2 526 bp, 编码 842 个 氨基 酸 。 推 测 的 蛋 日 质 分 子 量 为 92.8 kDa, 理论 等 电 点 为 6.0, 预测 分 子 式 为 Cass Hes 
N1008 O1216 950 ， 不 稳定 系数 为 43.37, 总 亲 水 性 系数 为 0.091, 为 足 水 性 不 稳定 和 蛋白。 序列 分 析 发 现 该 基因 编码 的 蛋 
白 与 已 报道 的 其 他 昆虫 HMGR 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 达 50% UE, 而 且 包 含 HMGR_Class I 保守 功 能 域 、 固 醇 敏 感 
多 肽 区 及 HMGR 和 蛋白 的 其 他 保守 功能 位 点 。 系 统 进化 分 析 发 现 该 基因 与 叶 甲 科 昆 虫 HMGR 基因 的 关系 最 近 。 本 
研究 首次 从 元 蔷 科 昆虫 体内 克隆 获得 甲 羟 戊 酸 途径 的 关键 酶 EmHMGR ÆA, 为 后 期 元 羡 体 内 斑 缆 素 生 物 合成 途 
径 的 研究 竟 定 了 基础 。 

关键 词 : AMATA; 3- 羟 甲 基 戊 二 醚 辅酶 A- 还 原 酶 ; RACE; 克隆 ; 生物 信息 学 分 析 ; FARRE 

中 图 分 类 号 : 0966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2012)07-0960-09 

Cloning and bioinformatical analysis of 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
coenzyme A reductase gene from the blister beetle Epicauta mannerheimi 


( Coleoptera. Meloidae ) 

JIANG Ming, HUO Tang, LU Shu-Min, ZHANG Ya-Lin ' (Key Laboratory of Plant Protection Resources 
and Pest Management, Ministry of Education, Northwest A&F University, Yangling, Shaanxi 712100, 
China) 

Abstract. 3-Hydroxy-3-methylglutary| coenzyme A reductase ( HMGR ) is a key enzyme of the 
mevalonate pathway. Obtaining HMGR gene information is the basis of studying the relationship between 
cantharidin biosynthesis and the mevalonate pathway. In this study, a full-length cDNA of the HMGR 
gene was cloned from the blister beetle Epicauta mannerheimi ( Máklin) by RACE technology, which was 
named EmHMGR ( GeneBank accession no. JQ690539). The full-length of EmHMGR is 3 118 bp with 
an ORF of 2 526 bp, containing a 5'-untranslated region (5'-UTR) of 178 bp and a 3'UTR of 414 bp. It 
encodes a deduced protein of 842-amino acid residues, with a predicted molecular mass of 92. 8 kDa and 
isoeletric point (pl) of 6. 0. Its predicted molecular formula is C44; Hi, N1098 O1216 Ss0. Bioinformatical 
analysis showed that its instability index is 43. 37 and the GRAVY 0. 091, suggesting that EmHMGR is 
an unstable hydrophobic protein. The deduced protein EmHMGR has the conserved functional domain of 
HMGR, Class | and the sterol-sensing domain, and shares more than 50% amino acid identity with 
HMGRs from other insects. Phylogenetic analysis showed that EmHMGR has the closest relationship with 
HMGRs of chrysomelids. This study provides the basis for further research on the biosynthetic pathway of 
cantharidin in the blister beetles. 
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( 谭 娟 杰 等 ,1995; 中 国药 典 编 委 会 ，2005 ) ， 主 要 
的 药 用 成 分 是 其 体内 的 防御 性 单 莫 类 毒素 一 一 斑 登 
素 。 近 年 研究 发 现 , 斑 登 素 还 具有 抗 肿 瘤 、 增 加 日 
细胞 和 提高 免疫 力 等 作用 , 对 癌症 、 乙 型 肝炎 、 银 
履 病 和 心肌 衰竭 等 疾病 的 治疗 具有 很 好 的 临床 疗效 
(Zhang et al., 2004; Huan et al., 2006) 。 此 外 , PE 
SER TEAM IE P^ PRAE ERRARE B3 RE. JE 
食 和 触 杀 作用 (张志勇 等 , 2000; 张 雅 林 等 , 2003), 
同时 也 具有 很 强 的 杀菌 和 除草 作用 ( 曹 微 丹 等 ， 
2008) 。 因 此 , 斑 登 素 在 医药 和 农业 上 具有 很 好 的 
应 用 前 景 , 其 应 用 价值 备 受 人 们 关注 。 

斑 慢 素 纯 品 的 来 源 是 其 产品 开发 的 首要 难题 。 
市 场 上 所 用 斑 慢 素 主 要 从 元 羡 科 昆虫 体内 直接 提取 
而 来 , 但 此 方法 费时 费 工 、 成 本 昂贵 ,难以 实现 大 
规模 生产 ,而 且 还 受到 自然 资源 难以 满足 产业 化 需 
求 、 人 工 饲 养 难 以 打破 幼虫 浏 育 、 化 学 合成 条 件 襄 
刻 等 条 件 限 制 (Dauben et al., 1980; Grieco et al., 
1990) 。 由 于 无 法 满足 市 场 需求 ,从 而 导致 元 靖 成 
为 我 国 紧 缺 药 之 一 (有 殷 幼 平和 新 贵 晓 ,2010)。 
此 ,如 何 实 现 斑 缆 素 的 大 规模 生产 是 一 个 吸 待 解决 
的 问题 。 

弄 清 斑 发 素 在 元 靖 体 内 的 生物 合成 途径 , 对 人 
工 合成 斑 恪 素 具 有 重要 意义 。 研 究 证 实 , 昆虫 体内 
的 保 幼 激素 、 聚 集 素 和 和 警戒 素 等 帖 类 信息 素 均 由 甲 
KIR ( mevalonate, MVA ) 途径 合成 (Hall et al., 
2002; Taban et al., 2006; 刘 艳 等 , 2007) ， 而 且 3- 
Xe HH kx, Et HRS A 还 原 酶 (3-hydroxy-3- 
methylelutaryl-CoA reductase, HMGR) 是 该 途径 的 关 
键 限 速 酶 。 鉴 于 斑 恪 素 是 一 种 单 梧 类 毒素 ,推测 其 
合成 可 能 也 与 MVA 途径 相关 。 和 获得 死 戎 HMGR 基 
因 信息 是 了 解 斑 登 素 生物 合成 与 MVA 途径 相关 性 
的 基础 , 然而 有 关 和 苑 善 科 昆虫 HMGR 基因 信息 至 
今 还 未 见 有 报道 。 本 研究 拟 以 细 纹 豆 元 靖 Epicauta 
mannerheimi ( Máklin) 为 材料 , 通过 RACE 技术 克隆 
250 76r HMGR 基因 全 长 cDNA 序列 , 并 利用 生 
物 信 息 学 软件 对 其 进行 了 序列 特征 分 析 ， 以 期 为 后 
Z6 EESTI JETER "EVI RA 23 xg ESI o 


1 材料 与 方法 
1.1 供 试 材料 


MAEA E. mannerheimi 成 虫 采 目 海南 省 三 
亚 市 保 亭 县 七 仙 岭 , 采 回 后 在 实验 室内 以 室温 25 + 





3 ,相对 湿度 70% , 光 周 期 14L: 10D 的 条 件 下 ， 
用 大 豆 叶 、 首 蒂 饲 养 , 以 其 中 雄性 成 忠 作 为 供 试 
材料 。 
1.2 总 RNA 提取 及 第 一 链 cDNA 模板 的 制备 

总 RNA 提取 采用 RNAiso Plus 试剂 盒 
(TaKaRa, KÆ), 具体 步骤 依照 说 明 书 。 提 取 的 总 
RNA 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 紫外 分 光 光 度 计 鉴 定 其 
完整 性 ， 并 用 PrimeScript I 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit 反 转 录 试 剂 盒 (TaKaRa,， 大 连 ) 反 转录 
合成 第 一 链 cDNA。 其 中 所 用 总 RNA 模板 2 pg, 引 
物 为 Oligo dT。 反 转录 产物 -80% 保存 备用 。 
1.3 保守 区 cDNA 片段 的 扩 增 

根据 NCBI 中 已 登录 的 昆虫 HMCR 基因 mRNA 
及 氨基 酸 序列 , 设计 简 并 引物 ( 表 1), 以 1.2 中 方 
法 获得 的 cDNA 为 模板 , ITAJA SIZAL 和 S27/A2 为 
引物 ,进行 PCR 扩 增 。 反 应 体系 : cDNA 模板 0.2 
Wg， 上 下 游 引 物 各 1 pL(10 phmolEL) ，10 x RMR 
冲 液 2.5 uL, dNTPs 2 uL(2.5 mmol/L), Taq 酶 
0.25 uL, 灭 菌 双 藻 水 补足 至 25 pL, PCR 反应 程序 
为 : 95?C 预 变 性 3 min; 95C 45 s, 54C 45 s, 72% 
1 min, 37 个 循环 ; 最 后 723% 10 min, 反应 结束 。 

表 1 MAES HMGR 基因 克隆 所 合成 引物 
Table1  Oligonucleotide primers used in the cDNA cloning 


of HMGR from Epicauta mannerheimi 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -3") 


Primer sequence 


Sl CATGACNTTYTAYCCRGCNTG 

Al CAGGCAGCCCTCGGTNGTNGCCAT 

S2 GGAGATGCAATGGGCATGAACAT 

A2 GCGGCCATCAGGGACARYTCNCCNGC 
3'GPSI AATGCTCATGCAGCTAAT 
3'GPS2 GGGGTGAGAATGATGAAG 
5'GPS2 CTAAGATATACTTCGATCCCAGCC 
5'GPSI GACCCAAAATTGCCATACCTCTCGC 

S3 ACAACAATGCCACCATCACAAC 

A3 GCCACACTTAGACTTGACTTAGAAC 


1.4 d85rgis€ HMGR 基因 5’RACE 和 3’RACE 
扩 增 

以 新 鲜 提 取 的 总 RNA 为 模板 ,根据 SMART 
RACE 试剂 盒 (美国 Clontech) 合成 3' RACE 和 5’ 
RACE cDNA 模板 。 根 据 上 述 SI/A1 引物 扩 增 获得 
的 保守 区 cDNA 序列 设计 两 条 特异 性 S'RACE 下 游 
引物 5'GPS1 41 5'GPS2, 根据 上 述 S2/A2 引物 扩 增 
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获得 的 保守 区 cDNA 序列 设计 两 条 特异 性 3' RACE 
上 游 引 物 3'GPSI 和 3“ GPS2( 表 1) ， 绪 合 试剂 盒 中 
的 UPM (universal primer mix) 7| £g, KAHKI PCR 
方法 克隆 获得 该 基因 的 3 和 3 ' 端 非 翻 译 区 (UTR ) 。 

3'RACE 第 一 轮 PCR 引物 对 为 3'GPS1 和 试剂 
盒 中 的 UPM, 模板 为 3"RACE 第 一 链 cDNA; 3 
RACE 第 二 轮 PCR 引物 对 为 3"CPS2 和 试剂 盒 中 的 
UPM, 模板 为 第 一 轮 PCR 产物 。PCR 反应 程序 为 : 
95C 预 变性 3 min; 95C 30 s, 45C (二 次 PCR 为 
49*C ) 30 s, 72C 1 min, 35 个 循环 ; 72% 10 min, 
反应 结束 。 

5'RACE 第 一 轮 PCR 引物 对 为 SGPS1 和 试剂 
盒 中 的 S'RACE long 引物 , 模板 为 5'RACE cDNA 模 
板 , 第 二 轮 PCR 引物 对 为 5'GPS2 和 试剂 盒 中 的 和 
RACE short 引物 ， 模 板 为 第 一 轮 PCR 产物 。PCR 
反应 程序 为 : 94C 30 s，68% (二 次 PCR 为 60%C) 
30 s, 72% 1 min, 25 个 循环 (二 次 PCR 3j 35 个 循 
IN); 72C 5 min, 反应 结束 。 
1.5 MAEA HMGR 基因 ORF 的 扩 增 

将 上 述 克 隆 获 得 的 保守 区 及 RACE 片段 拼接 
后 ,在 起 始 密码 子 的 近 5 闫 和 终止 密码 子 的 近 3 端 
分 别 设 计 一 个 特异 性 上 游 引物 S3 和 一 个 特异 性 下 
游 引 物 A3( 表 1) ,以 第 一 链 cDNA 为 模板 进行 PCR 
扩 增 ， 获 得 该 基因 的 整个 ORF Ko PCR 反应 程序 
为 : 95?C 预 变 性 3 min; 95C 30 s, 53%C 30 s, 72% 
3 min, 35 个 循环 ; 最 后 72% 10 min; 反应 结束 。 
1.6 PCR 产物 检测 与 测序 

将 扩 增 得 到 的 PCR 产物 用 196 3s IR Pe SED: FL DK 
进行 检测 , 将 清晰 正确 的 电泳 条 市 切 胶 后 , 使 用 胶 
回收 试剂 盒 ( 杭 州 博 日 ) 回 收 纯化 。 将 纯化 产物 连 
f£ pMDI9-T 载体 (大连 TaKaRa 公司 ) ,转化 大 肠 杆 
Wj Escherichia coli TG1( 由 西北 农林 科技 大 学 植保 资 
源 与 病虫害 治理 教育 部 重点 实验 室 提 供 ), 经 蓝 日 
Jta, 挑 取 清 晰 单一 的 日 斑 进 行 菌 液 PCR 检 
测 , 正确 后 送 至 北京 奥 科 测序 公司 测序 。 
1.7 序列 分 析 

将 元 隆 得 到 的 细 纹 豆 元 靖 HMGR 基因 片段 在 
NCBI 数据 库 中 Blast 验证 , 正确 后 使 用 DNAMAN 
软件 拼接 得 到 细 纹 豆 元 背 HMGR 基因 的 cDNA 全 
长 序列 。 使 用 DNAMAN v6.0 软件 (Lynnon 公司 ) 
对 细 纹 豆 元 靖 HMGR 基因 及 编码 蛋白 进行 核 背 酸 
序列 基本 信息 分 析 , 并 对 不 同 昆 忠 的 细 纹 豆 元 蔷 
HMGR 氨基 酸 序 列 进行 多 重 比 对 ; 使 用 ClustalX V 


2.0 软件 (Thompson et al., 1997) 与 MEGA 4.0 软件 
(Tamura et al., 2007) 结合 进行 不 同 物种 的 HMGR 
分 子 系统 进化 发 育 分 析 ; 使 用 ExPASy 生物 信息 学 
资源 网 站 的 ProtParam T.H. ( http://web. expasy. 
org/ protparam/ ) 预测 细 纹 豆 元 普 HMGR 的 基本 理化 
性 质 ; 利用 CBSP rediction Servers 中 的 TMHMM 
Server v. 2. 0 工具 (http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/ TMHMM2. 0/) X M zx xi e HMCR 进行 
跨 膜 区 分 析 ; 使 用 BioEdit 软件 (Hall, 1999) 对 细 纹 
ZIA HMGR 进行 平均 足 水 性 轮廓 分 析 ; 分 别 使 
用 NetOGlye 3. 1 Server T. E. ( http://www. cbs. dtu. 
dk/services/ NetOGlyc/) ~ NetNGlyc 1. 0 Server 工具 
( http://www. cbs. dtu. dk/services/NetNGlyc/) 及 
YinOYang 1. 2 T HH. ( http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/ YinOYang/) XJ 2l zx 2 265 8; HMGR 的 糖 基 
化 位 点 进行 预测 , 使 用 SignalP 4. 0 Server 工具 
( http :// www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 对 细 纹 
豆 元 背 HMGR 中 的 信号 肽 结构 进行 预测 ; 使 用 
NCBI 的 Conserved Domain Search 在 线 工 具 (http :// 
www. ncbi. nlm. nih. gov/Structure/cdd/ wrpsb. cgi ) 对 
细 纹 豆 元 靖 HMGR 的 保守 结构 域 进行 预测 ; 分 别 
使 用 POLYVIEW 在 线 软 件 (http://polyview. cchmc. 
org/) 和 SWISS-MODEL 在 线 软 件 ( http:// 
swissmodel. expasy. org/ ) XJ 4l 2 3 75g HMGR 4E FJ 
进行 二 级 结构 预测 及 三 级 结构 同 源 建 模 。 


2 结果 分 析 


2.1 Hzc esce HMGR cDNA 克隆 及 序列 分 析 
经 过 3 轮 PCR 反应 (图 1), 克隆 获得 细 纹 豆 元 
:* HMGR 基因 (EmHMGR ) 全 长 cDNA 序列 3 118 
bp。 经 ORF Finder 分 析 , 该 序列 包含 一 个 2 526 bp 
的 开放 阅读 框 ， 共 编码 842 TAR; 5'-UTR H 
178 bp, 在 起 始 密 码 子 (ATG) 上 游 第 143 ~ 145 ME 
上 具有 同 框 架 的 终止 密码 子 (TAG); 3'-UTR 共 414 
bp, 其 中 有 真 核 生物 典型 AATAAA 加 尾 信 号 和 
polyA 结构 , 因此 推 半 是 完整 的 全 长 DNA 序列 (图 
2)。 将 ORF 序列 经 Blastn 分 析 发 现 与 赤 拟 谷 次 
Tribolium castaneum HMGR 序列 的 最 高 一 致 性 高 达 
7690, 与 其 他 昆虫 HMGR 序列 的 最 高 一 致 性 在 
5096 VA E... JA AS SECUS; v PEIUS cDNA 序列 
为 细 纹 豆 芜 普 HMGR 基因 , 命名 为 EnHMGR, Efe 
至 GenBank 数据 库 ， 获 得 序列 登录 号 为 JQ690539 , 
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B C D E 
948 bp 1019 bp 2621 bp 
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672 bp 
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图 1 Matwe HMGR 基因 EmHMGR cDNA 克隆 PCR 产物 
Fig. 1 PCR products of the HMGR gene EmHMGR from Epicauta mannerheimi 
A, B: 保守 区 PCR 扩 增 条 带 PCR amplified fragments of conserved region; C; 3'RACE PCR f 35K 3'RACE PCR amplified fragments; D; S'RACE 
PCR 扩 增 条 带 5'RACE PCR amplified fragments; E; ORF 编码 区 PCR 扩 增 条 带 PCR. amplified fragments of ORF region. 





1 AAGAAGTTCGAAATCAGTCATCAACGTGAAACGTATGTTICATGTTGTTTTTACTCTC 
59  TCGCAATATTAACAGTATACTCGTGTGCTGTTCGGTTTTCATTAAACATTTTTCGATTGTTTCATAATTTTCTTATTTAC AACTÍTAGITGTACAACATTTAAC AACCGAAAATCGAC AAC À 
179 GTOECACCATCACAACTATTCAAAGTTCATGGTGAATTCTGCGCGGCTTATCCATGGGAAGTCATCGTGGCCACCTTAACATTGGCTGTTTGTATGTTAACGGTTGATCAACAAC AACAC 
WX PP ER do L PF K Y EK O E F O A A T P Y X Y I V À T L T L Ak Y C EK L T Y D Q à Ó H 
299  CCAACAGCACCCCCAAAACCGATATTACGTAATTGTGCCGGCTGTCTICATGAGGCGGAATAC AATGCAGCTGACGTTATCGTTATGACTTTAATTAGATGTTTAGCCGTACTTTACAGT 
BR TAPPEPILHSEXNCA bD5CLISÀESENS&EITYTNEEXR &kDTIYEXEILIRCLATLIS 
419 TATTATCAATTTTGTAATTTACAAAGGCTGGGATCGAAGTATATCTTAGGTATTGCTGGTCTATTTACAGTTTTCTCTAGTTTCATATTTACAACAACTGTACTAAATTTATTACGTATC 
区 
539 GATATGGCCGATTTAAAAGATGCTCTATTTTTCTTTTTATTATTGATCGATCTATCGAAAGCTGCAATGTTAGCAC AATCAGCATTGAGTGCTTCAAATCAAGATGAAGTTAAAAGTAAT 
D EK & b L EK b À L F F F L L L I D L 3 E A4 A NB L ÀA $ 3 A L 3 & 35 NH à b E Y EK 3 4 
659  ATTGCGAGAGGTATGGCAATTTTGGGTCCAACGATTACTTTAGACACAATTGTTGAAACATTAGTTATTGGTGTTGGTACACTTTCTGGTGTTTATCGTCTTGAAATGCTCTCATATTTC 
T & R G& E & LL GPTITLDITIIYOABTLITTICY GG TLISZorTTIELEZSELSTT 
779 | GCTTGCCTATCAGTTGTAGTTAATTACGTCGTTTTTATGACATTTTATCCAGCATGTTTATCGTTAATACTAGAGTTGTCGCGTACAACAAATATCTACGGTAAGAAACAATCGTTGATA 
E CIL S T: YYVENTYTYFEIFE»PEECISLIILIELEZERITNEITIDLERBASEIILEI 
899  GCGAGAGCCTGGAAAGAAGAAGACCACAAGTCGAATCCTGTIGTACAAAGAGTTAAGTTAATTATGTCGGCCGGTCTTATGTTAGTACATGCTCGTAGTCGTTGGCCATTCAAAGCTGAT 
à R & W RK E E D EH K 8 H P Y Y Q R XY K L I A 35 A B L N L * EK à R 3 R W P F EK À D 
1019 GAAGTTGATAATATTGGACCTTTAGTTGTTGAACAACATATGGCACAGAATCGCACAGAGAATACAGCTTTACACGAATATATGATGAAATGGGTTACCGTAAGTGCTGATCATATCGTG 
EE Y D NW I 6 P L Y Y Ek à BH EK A GO N R I E NK T Á L H E f K X EK * Y T Y 3$ À D B 1 Y 
1139 ATTTTGATACTTCTTCTCGCGTTGGTAGTGAAATTTATATTTTTTGAAAACAAAGAAGACCTCGCCTTACAATTACGTGCACATATCACTGAAAGTGAGGACAATAAAAAACCTGATTTÀ 
I L IEXLrLba&Er—rb Y VEFIPSPFFEINMEESDLSÀAL-GOLEENEITEBSEDPBEEEPDI 
1259 CCACAAAAGATGCCATTTTTGAAGCCGCAACAAACATTCTTTTTAGAAGATAGAGATATCGCCGAAGATTCCAAAGCACCTGAATTTGAAGATAAAGGAGTACAAACTGAAA A ATTC AAA 
pp 人 EE 
1379 CGTGAATCAAGCACTGATCTGAGTGAAACTGAAAACGAAAC AGATCAATTTTGCAGAGATTTAGATGAATGCCGACGCATTTATAATGACACCGATTTGGGTGGCACATTCCTAACGGAT 
R E S $ Tb LS E TES ETIDbDUIFORARDLDESCEREREIYTIARDTIL5SZGIFLSTI6S 
1499 GATGAAGTAATTTCACTTGTACAAAGCAAAGATATTCCAGCGTATCAAATTGAGAAAGCCGTTGAAGATCCGGTTCGTGGTGTTGGTATACGACGCAAAATTGTAGGACATGAAGCCAA A 
D E Y XY 5 L Y à 5 EK b I P & T OQ I EH K k WV E D P V R GO Y O 1 BR B E I Y GQ M E X E 
1619  ATACTGGAAGCGCTCCCAAATTTACCGTACAAAAATTACGATTACAGCAAAGTGATGGGAGCTTGTTG Pau E xx x1 TCGGTATTGCTGGACCTTTA 
IL EALIPELITX TENETBTEZEXXYEULASCUIEBNTILDTXETFP Yr GGT AGPI 
1739 和 
E L DO EK M Y Y Y B EK ALT T E£ D P IL Y AJIS T N k B C£ EK À L 3 D 8 8 I I 3 € I Y À 
1859 GATGGTATGACGAGAGGTCCAGTTGTTAGATTTCCATCAGTCAAAC AAGCC AGTGAAGCCATGGTTTGGATGAAATCAAGCGAAAATTTTGCGTCAATCAAAC AACATTTCGATGCCAGT 
DG N T R 9 P Y Y R FP P $S V K Q À 95 E k K V 9 RA E $ 5 E NF A 35 IK OO BH FDA S 
1979  AGTCGATTTIGCACGTITATCAAAATTATTAATCAAAATTGCGGGACGTTATCTCTTTATTCGTTTCGAAGCGAAA ACTGGAGATGC AATGGGTATGAATATGGTATCTAAAGGGACTGAA 
S R EF & K L 5 KE L E PI K I hk DO EK T L F T RÀ F E À EK T G D &k NX £ XY NK EY 5 EG T E 
2099 TTATCGTTAAAATATATACAAAAAGTACACTTTCCTGATATGGAGATTCTCAGTTTGAGTGGTAATTTTTGTACTGACAAAA A ACCGGCGGCTGTTAACTGGATTGAAGGACGTGGCAAA 
L SL E Y T8 XY rFr»PEXBNEILBEZIESCNFUCITIDEEXDYPIZASEXVYVES TES RLZGE 
2219 TCTGTTGTATGTGAAGCTATAATTCCAGCAAAAGTCGTTACAAAAATTTTGAAAACAAACGCATCTGCTCTTGTTGATGTGAATAATTCGAAA A ATATGATCGGTTCTGCTGTTGCTGGA 
2? Y? Y € B Ak IL I P A E Y * I EK I L EK T NX & $ 4 L * b Y B8 E 3 E NH X I 2G 5 L * Ag 
2339  AGTATTGGTGGTTITAATGCTCATGCAGGTAATATCGTTACGGCTATATTTATTGCAACAGGACAAGATCCGGCAC AAA ATATCGGTAGTAGTAATTGTATGACATTGATGGAGACCTGG 
S IG 9 FN &k HN à 5 HM I Y T À I F I A T 5$ $9 Bb P A $9 M I O6 5 5 N C EX T L EK E T EV 
2459  GGTGAGAATGATGAAGATCTTTATATATCGTGTACATTGCCTTCTAGTGAAATCGGTGCACTTGGTGGTGGTACAATATTGCCGGCACAATTGTCTGGTAGAGAGATGTTGGGTATTAAA 
Oo. E EH b E bL TISS SOT LP S5 EI OG Ek LL O 8 O T T L fF Ak 5B L5 96 KR k E EL 6$ IK 
2579 GGTTICTCGTCACGAATATCCCGGTGAGAGTGTGAATCAATTAGCGCGTATTGTATGCGCCACGGTTTTIGGCCGGTGATGTGTCTCAGATGGCGGAGATTC AGGCTGGACATGTCCGAAGA 
G S HETTPCEXESYNSL SZYEXEISYCETYTYL ÀocnxYSso0Xkkraoa0EYRAAE 
2699 GTCKTIÉRDSACAGGACAGATCACCARCAACGATACCCATTAATATTGTTCCGCOGCOTARACATAATATTTCARTAATCTI TAAGTTCTRAGCCAAGTATAAGTOCCOCOAAGTTGGGO 
V I 
2819  ACTTTTGTICCATTAAAATTGTACGGACGCCCACACACAAGGAAATTCCTAGTAGGCTCCAGCGGGTAGAGGGTTGTTATATTATTTTATATTCATATATAAATGCATATAAGAAAATAT 
2939  ATAATTACTTTAGGGTGCCGGTTIGTCCCACTGCCAATGGCAGGTTIGTGTTGGGTAATCTGTTAGGTAGATTGTTTTGAGGACAAATAAA A ATCCTAAAATAAAAACCATTTACAATTTC 
3059  ATTTGTAAAGGTACAGAATTGTAAATAAATATATTTTTACAACATCAA A À À A A A A A À À A A 


图 2 dz usce HMGR 基因 (EmHMGR)cDNA 序列 及 编码 区 氨基 酸 序列 
Fig. 2 The cDNA and amino acid sequences of EmHMGR from Epicauta mannerheimi 


NADP( H) 绪 合 基 序 用 下 划 线 标 出 ,，HMG-CoA 结合 基 序 用 甜 形 框 标 出 , 起 始 密 码 子 及 终止 密码 子 用 椭圆 形 框 标 出 , 同 框架 的 终止 密码 子 用 红 
f& XE ETSI. NADP(H) binding motif is underlined, HMG-CoA binding motif is in rectangular box, start codon and stop codon are in elliptic box, 
and stop codon ( TAG) upstream of the ORF is in red rectangular box. 


2.2 EmHMGR 氨基 酸 序 列 比 对 对 分 析 , 并 对 重要 的 酶 活性 中 心 进行 分 析 。 结 采用 
选取 包括 细 纹 豆 元 壮 在 内 的 9 种 昆虫 的 HMGR 不同 颜色 深浅 背景 表示 , 颜色 越 深 同 源 性 越 高 ， 同 
氨基 酸 序列 , 使 用 DNAMAN 软件 进行 多 重 序列 比 。 源 性 最 高 处 可 能 存在 重要 功能 域 。 分 析 结 果 表 明 ， 
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细 纹 豆 芜 基 与 其 他 昆虫 HMGR 氨基 酸 序列 多 重 比 对 


Fig. 3 Multiple alignment of the amino acid sequence between EmHMGR and HMCGRs from other insects 


用 下 划 线 标 出 的 为 NADP(H) 结 合 基 序 , 用 矩形 框 标 出 的 为 HMG-CoA 结合 基 序 。 


motif is in rectangular box. 


NADP(H) binding motif is underlined, and HMG-CoA binding 


不 同 昆 虫 HMGR 之 间 具 有 较 好 的 同 源 性 ,一 致 性 
达到 62.47% (图 3)。 在 重要 功能 域 方面 , 均 含 有 
两 个 HMC-CoA 结合 基 序 与 两 个 NADP(H) 结 合 基 
序 , 且 各 功能 基 序 的 同 源 性 均 较 高 。 其 中 , ER 
HRPA HEE HMGR 在 种 内 具有 高 度 保守 性 。 在 
所 选 昆 虫 中 ， 鳞 示 目 昆虫 与 细 纹 豆 死 戎 HMGR 的 
同 源 性 相对 较 低 。 
2.3 EmHMGR 和 蛋白 的 分 子 进化 关系 分 析 

从 NCBI 数据 库 中 选取 具有 代表 性 的 物种 ( 包 
括 昆 虫 、 浴 椎 动物 、 植 物 、 真 菌 ) HMGR 氨基 酸 序 


0.2 


E , 利用 ClustalX V2. O( Thompson et al., 1997) 软件 
进行 完全 比 对 后 ,， 再 用 MEGA4. 0 软件 中 的 


Neighbor-Joining 方法 进行 分 子 系统 进化 分 析 (Saito 
and Nei, 1987), 选择 细菌 Acinetobacter baumannii 
作为 外 群 , 分 析 得 到 的 分 子 进化 树 ( 图 4)。 从 进化 
树 结果 可 以 看 出 ,HMGR 氨基 酸 序 列 根据 种 属 关 系 
被 准确 的 分 为 动物 、 植 物 、 真 菌 3 大 类 , mA H 
ER SpA HERRERA HESHTIN 3 个 姐妹 群 
聚 为 一 文 。 其 中 细 纹 豆 死 状 HMGR 与 叶 甲 科 昆 忠 
HMCR 的 关系 最 近 。 


Q Phaedon cochleariae 
@ Gastrophysa viridula 
@ Chrysomela populi 
@ Epicauta mannerhimi TH H 
Coleoptera 
Q 1ps paraconfusus 
Q ps pini 
@ Anthonomus grandis 


Q Samia cynthia ricini 
鲜 翅 目 


@ Bombyx mori Lepidoptera 


Q A4zrotis ipsilon 


C] Danio rerio 
O Scophthalmus maximus 
O Bos taurus 
O Sus scrofa IHES 
O Cricetulus griseus Vertebrata 
C Mesocricetus auratus 
O Homo sapiens 
C] Pongo abelii 
Å Taxus x media 
Å Cyclocarya paliurus | 


Å Arabidopsis thaliana 
植物 


Å Euphorbia pekinensis 
Plants 


Å Panax quinquefolius 
Å Camellia sinensis 


Å Bacopa monnieri 


Q^ Hypocrea lixii 


真菌 
© Neurospora crassa Fangi 
Q Gibberella fujikuroi 
@ Acinetobacter baumannii — ZR PRI 
Bacteria 


图 4 fJ usos HMGR 的 氨基 酸 分 子 进化 树 


Fig. 4 Phylogenetic tree analysis based on amino acid sequences of HMGRs from Epicauta mannerheimi and other species 


标尺 示 进 化 距离 The scale bar indicates the evolutionary distance. 
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2.4 EmHMGR 和 蛋白 基本 理化 性 质 预 测 分 析 及 糖 
基 化 位 点 分 析 

使 用 ExPASy 的 ProtParam 在 线 分 析 软 件 推测 
EmHMGR 的 基本 理化 性 质 ， 发 现 细 纹 豆 元 壮 
EmHMGR EA AREE 842 TAER, 理论 分 子 
量 为 92.8 kDa, FEA pl 为 6. 00, 预测 分 子 式 为 
Csi3s Heso4 N1098 01216Sso， 摩 尔 消光 系数 为 74 020, 不 
稳定 系数 为 43. 37， 故 推测 此 和 蛋 日 为 不 稳定 蛋 日 。 
使 用 TMHMM Server v.2.0 软件 对 其 进行 跨 膜 区 分 
析 (Ikeda et al., 2002) ,发 现 EmHMGR 存在 7 个 跨 
膜 区 , 分 别 位 于 第 13 ~35, 63 ~82, 95 ~114, 129 ~ 
151, 164 ~ 186, 201 ~223 和 318 ~335 fy, Tiii gs 
膜 螺旋 氨基 酸 数 为 145. 85, ， 故 推测 EnHMGR Jy 25 
膜 蛋 白 。 使 用 BioEdit 对 EmHMGR 进行 平均 朴 水 性 
轮廓 分 析 ， 总 亲 水 性 系数 (grand average of 
hydropathicity, GRAVY) X 0.091, 说 明 该 蛋 日 属于 
WIKTESE ES AMZER? NEARER 
膜 区 位 置 相 吻合 , 进一步 验证 了 该 蛋白 为 跨 膜 蛋 日 
的 推测 。 分 别 使 用 NetOGlyc, NetNGlyc 和 
YinOYang 软件 对 EmHMGR 可 能 存在 的 糖 基 化 位 点 
进行 预测 , 结果 显示 EmHMGR 中 有 2 个 0- 糖 基 化 
MECT), 分 别 位 于 第 42 和 564 位 氨基 酸 ; 存在 3 
个 N- 糖 基 化 位 点 (NRTE, NETD fH NDTD) , 分 别 位 
于 第 297, 412 和 429 MAR; 2 个 0-GlcNAc 98 
基 化 位 点 (T 和 S$) 分 别 位 于 第 694 和 828 位 氨基 
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Ro EmHMGR 存在 以 上 3 个 糖 基 化 位 点 , 说 明 该 
EAJ T f RA IR FA EB. HS IE 
SignalP-4. 0 Server 进行 信号 肽 预测 ,发 现 该 重 日 不 
存在 信号 肽 结构 , 说明 EmHMGR 和 蛋白 属于 非 分 泌 
HEH, 它 可 能 是 锁定 于 膜 上 起 作用 的 糖 蛋 日 。 
2.5 EmHMGR 蛋白 的 保守 结构 域 及 功能 基 序 
分 析 

使 用 NCBI 的 Conserved Domain Search 在 线 软 
件 ( Marchler-Bauer and Bryant, 2004) 分 析 发 现 ,该 
和 量 白 具有 一 个 HMGC-CoA_reductase_class 工 保 守 功 能 
域 (第 440 «840 位 , 图 5), 该 基 序 则 主要 负责 催化 
莫 类 化 合 物 生 物 合成 途径 中 关键 的 限 速 步 又 一 一 畏 
酶 A 和 甲 产 成 酸 的 生成 ( 雷 枪 等 ,2008 ) 。 同 时 ， 
EmHMGR 与 其 他 物种 HMGR 重 白 类 似 , 具有 一 个 
固 醇 敏感 多 肽 区 (sterol-sensing domain, SSD), SSD 
结构 的 存在 证 明 EmHMGR 是 一 个 过 程 调节 和 蛋 日 
(WH 4, 2003), EmHMGR 具有 HMGR 典型 的 底 
物 结合 基 序 : 两 个 NADPH 底 物 结合 基 序 
( DAMGMNMV 和 ALGGGT) 和 两 个 HMG-CoA 结合 
基 序 (ENVIGYMPVP 和 TIECCLVA , 图 2)。 此 外 ， 
EmHMGR 还 具有 HMGR Z F1 STR ^E ZU BET ka, d 
磷酸 化 结合 位 点 ，N Xn Iso EIS ex. 酰胺 化 位 点 
等 。 这 些 分 析 结 果 进 一 步 验 证 了 本 实验 克隆 所 得 基 
因 属 于 HMGR 基因 家 族 。 
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图 5 MAE HMGR 氨基 酸 保守 结构 域 预测 


Fig. 5 Prediction of conserved domains in HMGR from Epicauta mannerheimi 


2.6 EmHMGR 和 绰 日 二 级 及 三 级 结构 预测 

和 蛋 日 质 二 级 结构 预测 : 使 用 POLYVIEW 预测 
EmHMGR 的 二 级 结构 (Porollo et al., 2004) , JA fii 
测 结 果 得 知 , 在 HMGR 的 多 肽 链 中 无 规则 卷曲 占 
43.7196 , a- 螺 旋 占 35. 99% ,延伸 链 占 20. 31% 。 
无 规则 卷曲 和 a- 螺 旋 是 HMGR 多 肽 链 中 的 主要 结 
构 元 件 , 延伸 链 散 布 于 整个 重 日 质 中 。 

和 蛋 日 质 三 级 结构 预测 : 使 用 SWISS-MODEL 在 


线 软件 , 对 细 纹 豆 元 羡 HMGR 的 三 级 结构 进行 同 
ME (Schwede et al., 2003) 。 将 EmHMGR 氨基 
酸 序列 提交 到 SWISS-MODEL 的 服务 器 上 ， 获 得 
HMGR 的 三 维 结构 模型 (图 6)。 建 模 结 果 表 明 : 
EmHMCR 在 466-836 位 置 的 氮 基 酸 序 列 与 人 的 
HMGR 三 维 结构 模型 (1hw8Cc ) 吻合 , 同 源 性 达到 
62. 63% ; EmHMGR 的 三 维 结构 在 空间 上 折 丢 成 
“V FÉ, 整个 三 级 结构 中 包含 3 个 结构 域 , 分 别 
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是 N- 结 构 域 、S- 结 构 域 、L- 结 构 域 。 其 中 工 -结构 域 
包含 两 个 HMG-CoA 结合 基 序 和 一 个 NADP(H) 绪 
合 基 序 ，S- 结 构 域 含 一 个 NADP(H) 绪 合 基 序 。 

N- 结 构 域 


N-domain 


S- 结 构 域 


S-domain 






NADP(H) 结合 基 序 
NADP(H) binding motif 


EL- 结构 域 L-domain 
图 6 MATEN HMCR 的 三 级 结构 预测 
Fig. 6 3D structure prediction of HMGR from 


Epicauta mannerheimi 
3 讨论 


本 研究 首次 从 元 芋 科 昆 虫 中 克隆 得 到 了 细 纹 豆 
wA HMGR 基因 的 全 长 cDNA 序列 。 通 过 核 苷 酸 
及 氨基 酸 同 源 性 比 对 分 析 , 发 现 其 与 已 报道 的 近 缘 
种 昆虫 的 HMGR 和 蛋白 有 很 高 的 相似 性 ， 对 
EmHMGR 的 功能 结构 位 点 分 析 发 现 , ARES 
HMGR 典型 的 保守 HMG-CoA reductase. Class [ 和 
SSD 结构 域 , 及 其 他 一 些 保 守 的 功能 位 点 , 说 明 本 
次 克隆 获得 的 EmHMGR 基因 序列 准确 可 靠 , 属于 
HMGR 家 族 中 的 一 员 。 对 细 纹 豆 苑 靖 HMGR WE 
物 信 息 学 分 析 表 明 ，EmHMCR JB T FiLZK TE B5 R5 JS 
EH, 含有 多 个 糖 基 化 位 点 , 不 含 信 号 肽 结构 ,并 
不 属于 分 泌 性 的 和 蛋白， HEIEN EmHMGR 是 一 种 
固定 在 膜 上 直接 起 调节 作用 的 糖 和 蛋白 。 在 进行 蛋 昌 
信和 号 肽 预测 时 发 现 细 纹 豆 元 靖 、 叶 甲 科 及 小 改 科 的 
昆虫 HMGR 均 不 含有 信号 肽 结构 , [HERES H BL 
虫 中 如 家 看 Bombyx mori、 小 地 老虎 Agrotis ipsilon 等 
HMGR 和 蛋 日 与 脊椎 动物 HMGR RAXM, 都 发 现 
有 信和 号 肽 结构 和 存在。 结合 分 子 进化 发 育 树 分 析 , 推 
测 这 可 能 是 鲜 翅 目 昆 虫 与 萌 翅 目 元 瑚 科 、 叶 甲 科 及 
小 副科 等 昆虫 进化 关系 较 远 的 关系 。 


根据 生源 异 成 二 和 烽 定 则 (Ruzicka, 1953) , HH 
戊 酸 途 径 是 病 烯 类 物质 前 体 合 成 的 重要 途径 之 一 。 
同时 , 已 知 其 他 一 些 昆虫 体内 的 聚集 素 、 保 幼 激 
素 、 和 警戒 素 等 病 烯 类 信息 素 ， WEE A ha Ips 
pini MEAP Anthonomus grandis WRB A. ZA 
B. mori 保 幼 激素 等 均 通过 MVA 途径 合成 (Hall et 
al., 2002; Taban et al., 2006; Kinjoh et al., 2007) ， 
因此 推测 单 莫 类 毒素 一 斑 登 素 亦 可 能 通过 MVA 
途径 合成 。 鉴 于 HMGR Æ MVA 途径 的 关键 限 速 
酶 , 因此 , 本 研究 获得 芜 普 EmHMCR 基因 的 序列 信 
息 , 可 为 后 期 通过 研究 元 羡 体 内 EnHMGR 基因 的 
表达 水 平 与 议 慢 素 产 量 的 关系 ,进一步 验证 细 纹 豆 
苑 普 斑 履 素 合成 与 甲 羟 成 酸 途径 之 间 的 相关 性 莫 定 
基础 。 这 将 为 斑 一 素 在 欧普 科 昆 虫 体内 生物 合成 途 
径 的 研究 起 到 积极 的 指导 作用 , 为 解决 斑 慢 素 的 大 
规模 生产 问题 提供 可 能 。 
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